套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma, MCL）的特征性改变是染色体易位，即t(11;14）（q13;q32），该移位导致CyclinD1的过度表达，导致细胞周期失调[@b1]，与恶性细胞增殖密切相关[@b2]。Cyclin D1与CDK4/6形成复合物，促使视网膜神经胶质瘤蛋白（Rb）磷酸化，促进细胞进入细胞周期S期而增殖[@b3]。caspase-9经线粒体/细胞色素C参与细胞凋亡，procaspase-9经过水解成活性片段即cleaved caspase-9，经过剪切的caspase-9促进caspase-3、-7的活化，导致细胞凋亡[@b4]。

13-顺式维甲酸或异维甲酸（13-cis-retinoic acid/Isotretinoin, 13cRA）是维甲酸（Retinoic acid, RA）的同分异构体之一，以往的研究发现13cRA联合其他药物在胶质瘤[@b5]、黑色素瘤[@b6]、成神经管细胞瘤[@b7]等动物模型治疗中均显示出一定的治疗效果或者协同效应。RA单用或者联合重组人IFN-α对MCL具有抗肿瘤作用[@b8]--[@b9]。我们在前期进行的体外实验中发现13cRA和IFN-α-2b对Jeko-1细胞有不同程度的抗肿瘤作用（结果未显示），在本研究中我们通过建立MCL动物模型，评估13cRA联合IFN-α-2b对MCL的治疗作用，并探讨Cyclin D1、caspase-9、Rb在MCL中的表达及其意义。

材料与方法 {#s1}
==========

1．材料及来源：人MCL细胞株Jeko-1细胞购自American Type Culture Collection。干扰素α-2b购自美国先灵葆雅公司。13cRA购自大连美仑生物技术有限公司。硼替佐米为西安杨森制药有限公司产品。利妥昔单抗购自上海罗氏制药有限公司。注射用环磷酰胺为通化茂祥药业股份有限公司产品。抗Cyclin D1、caspase-9、Rb抗体等均为美国cell signaling technology公司产品，抗Ki-67（clone SP6）抗体为美国Thermo公司产品。

2．建立MCL动物模型及实验分组：重症联合免疫缺陷（SCID）小鼠来源于北京华阜康生物科技股份有限公司。将4周左右的SCID小鼠分别于右侧近前肢背部处皮下注射1×10^7^个Jeko-1细胞（100 µl），约2周后可扪及的瘤块直径约4\~5 mm。将荷瘤成功的SCID小鼠随机分为9组：①阴性对照组：13cRA溶剂载体（8%DMSO+92％聚乙二醇300）；②阳性对照组：硼替佐米1.0 mg·kg^−1^·d^−1^＋利妥昔单10 mg·kg^−1^ ·d^−1^＋环磷酰胺40 mg·kg^−1^ ·d^−1^；③50 mg/kg 13cRA组；④100 mg/kg 13cRA组；⑤200 mg/kg 13cRA组；⑥50 mg/kg13cRA联合IFN-α-2b（每只10^5^ IU）组；⑦100 mg/kg 13cRA联合IFN-α-2b（每只10^5^ IU）组；⑧200 mg/kg 13cRA联合IFN-α-2b（每只10^5^ IU）组；⑨IFN-α-2b（每只10^5^ IU）组。

对照组小鼠每组5\~6只，实验组小鼠每组7\~11只。13cRA经灌胃给药，每周5 d，共计4周。IFN-α-2b经肌肉注射给药，隔天1次，共计4周。阳性对照组经腹腔注射给药，第1、4、7、10天给药。

3．观察肿瘤生长情况：每隔2天观察1次小鼠一般情况，测量瘤体长、短径，计算肿瘤体积和相对肿瘤体积（RTV）\[RTV＝每次测量的肿瘤体积（Vt）／给药前的肿瘤体积（Vo）\]。并绘制肿瘤体积增长曲线。

以相对肿瘤增殖率（TGI）表示抗肿瘤活性，TGI=T~RTV~/C~RTV~×100%，T~RTV~指在治疗结束后治疗组的平均相对肿瘤体积，C~RTV~指在治疗结束后阴性对照组的平均相对肿瘤体积，TGI≤42％认为有效[@b10]。

按照下列公式计算抑瘤率。抑瘤率（％）＝（对照组瘤体重量−实验组瘤体重量）／对照组瘤体重量× 100%。以抑瘤率≥40％并经统计学处理*P*\<0.05为有效。

总生存时间为从治疗开始至实验结束时小鼠存活的时间。

4．免疫组化法检测瘤组织Ki-67的表达：取荷瘤组织，常规制片，加入抗体进行反应，DAB染色，苏木素复染，乙醇梯度脱水后在ZGP-A2270光学显微镜下观察，采用Imagepro-plus软件分析切片阳性反应物的表达水平，以平均光密度值表示Ki-67的表达水平。平均光密度值=黄色的光密度总和（IOD SUM）／切片观察面积。每组包含3张切片，每张切片随机记录9个（×200）视野。

5．缺口末端标记法（TUNEL）检测组织中瘤细胞凋亡情况：按照TUNEL试剂盒说明书进行操作，在荧光显微镜下（×200）直接观察。每组包含3张切片，每张切片在镜下随机选取6个视野，计算每组平均凋亡细胞数。

6．Western blot法检测Cyclin D1、caspase-9、Rb的表达：提取瘤块组织总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，行SDS-PAGE电泳，PVDF膜转膜后加入抗体进行反应，以GAPDH（武汉博士德生物工程有限公司产品）为内参照，进行化学发光反应。将胶片进行扫描或拍照，用凝胶图象处理系统分析目标条带的分子量和净光密度值。

7．统计学处理：应用SPSS17.0软件进行统计学分析。近似正态分布资料以*x*±*s*表示，非正态分布资料以中位数和范围表示。组间肿瘤生长情况比较采用秩和检验，瘤重、Ki-67的表达及凋亡细胞数的组间比较采用单因素方差分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．肿瘤体积变化：给药前，各组瘤块大小差异无统计学意义（χ^2^=11.088，*P*=0.197），给药4周后，各组的肿瘤生长曲线见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，可以看出治疗组肿瘤体积均较阴性对照组小（*P*值均\<0.05）。

![不同实验分组的荷瘤小鼠肿瘤生长曲线\
13cRA：13-顺式维甲酸](cjh-37-09-784-g001){#figure1}

2．RTV和TGI：详见[表1](#t01){ref-type="table"}。与阴性对照组比较，中、高剂量13cRA组及其联合IFN-α-2b组治疗结束后RTV降低，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）；中、高剂量13cRA组及其联合IFN-α-2b组显示出有效的抗肿瘤活性，TGI分别为30%、37％与32%、33%。

###### 不同实验分组的荷瘤小鼠抗肿瘤效果及Ki-67表达水平比较

  组别                         鼠数   体重改变率（%）   治疗结束时RTV \[*M*（范围）\]   TGI（%）   平均瘤重（g，*x*±*s*）   抑瘤率（%）   Ki-67表达（光密度值，*x*±*s*）
  ---------------------------- ------ ----------------- ------------------------------- ---------- ------------------------ ------------- --------------------------------
  阴性对照组                   5      8.19              25.5（15.2\~27.5）^a^           −          1.47±0.70^a^             −             0.071±0.037
  50 mg/kg 13cRA组             7      2.68              17.2（9.0\~25.5）^a^            67         0.83±0.59^b^             43.5^c^       0.076±0.024
  100 mg/kg 13cRA组            9      −10.06            7.7（4.7\~15.6）^b^             30^c^      0.60±0.30^b^             59.2^c^       0.078±0.014
  200 mg/kg 13cRA组            11     −20.18            9.5（5.0\~12.5）^b^             37^c^      0.76±0.42^b^             48.3^c^       0.074±0.024
  IFN-α-2b组                   11     12.23             16.3（10.4\~19.6）^a^           64         1.47±0.72^a^             0             0.070±0.014
  50 mg/kg 13cRA+IFN-α-2b组    8      0.81              19.7（10.8\~28.6）^a^           77         0.85±0.43^b^             42.2^c^       0.073±0.021
  100 mg/kg 13cRA+IFN-α-2b组   10     −9.92             8.1（3.3\~12.7）^b^             32^c^      0.55±0.29^b^             62.6^c^       0.073±0.016
  200 mg/kg 13cRA+IFN-α-2b组   10     −10.64            8.5（3.5\~13.9）^b^             33^c^      0.72±0.43^b^             51.0^c^       0.069±0.003
  阳性对照组                   6      8.96              5.8（2.7\~6.5）^b^              23c        0.45±0.04 ^b^            69.4^c^       0.079±0.012

注：RTV：相对肿瘤体积；TGI：相对肿瘤增殖率；Ki-67表达：此处为平均光密度值；13cRA：13-顺式维甲酸；a：与阳性对照组比较，*P*\<0.05；b：与阴性对照组比较，*P*\<0.05；c：抗肿瘤评价有效；−：无

3．抑瘤率：各组平均瘤重分布见[表1](#t01){ref-type="table"}。结果显示：①阴性对照组与IFN-α-2b组瘤组织均重于其他组（*P*\<0.05）；②阳性对照组与单用13cRA组或其联合IFN-α-2b组瘤重差异无统计学意义（*P*\>0.05）；③各单用13cRA组间或联合IFN-α-2b组间差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。不同剂量13cRA组或联合IFN-α-2b组都有抑瘤效果（抑瘤率≥40%），中剂量13cRA组（59.2%）和其联合IFN-α-2b组（62.6%）抑瘤率与阳性对照组（69.4%）相近（*P*\> 0.05），与其他剂量13cRA组差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

4．各组荷瘤小鼠生存情况比较：如[图2](#figure2){ref-type="fig"}所示，仅中剂量13cRA组及中、高剂量13cRA联合IFN-α-2b组组与阳性对照组荷瘤小鼠生存时间差异无统计学意义（*P*\>0.100）。

![不同实验分组的荷瘤小鼠生存曲线比较\
13cRA：13-顺式维甲酸](cjh-37-09-784-g002){#figure2}

5．Ki-67表达水平比较：结果显示各组荷瘤小鼠的Ki-67表达水平差异无统计学意义（χ^2^=9.009，*P*=0.342）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

6．各组细胞凋亡数比较：结果显示：①阴性对照组凋亡细胞数与IFN-α-2b组差异无统计学意义（*P*=0.098）；②各剂量13cRA组及其联合IFN-α-2b组凋亡细胞数明显多于阴性对照组（*P*\<0.05），而与阳性对照组差异无统计学意义（*P*=0.170）；③各剂量13cRA组与其联合IFN-α-2b组间差异无统计学意义（*P*\>0.05）；④不同剂量13cRA组与相应的联合IFN-α-2b组比较，差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![缺口末端标记法检测各组荷瘤小鼠细胞凋亡情况（每组观察3张切片，每张切片在镜下随机选取6个视野）\
1：阴性对照组；2\~4：分别为50、100、200 mg/kg 13-顺式维甲酸（13cRA）组；5：IFN-α-2b 组（每只100 000 IU）；6\~8：分别为50、100、200 mg/kg 13cRA联合IFN-α-2b 组（每只100 000 IU）；9：阳性对照组（硼替佐米+利妥昔单抗+环磷酰胺）](cjh-37-09-784-g003){#figure3}

7．CyclinD1、caspase-9及Rb表达水平：Western blot法检测结果显示：①各实验组高磷酸化Rb表达均较阴性对照组低，尤以联合用药组和阳性对照组明显。②不同剂量13cRA组CyclinD1、caspase-9（procaspase-9 and cleaved capase-9）的表达水平与阴性对照组比较未见差异；IFN-α-2b组较阴性对照组CyclinD1、cleaved capase-9表达降低，procaspase-9表达增高。③不同剂量13cRA联合IFN-α-2b组CyclinD1和procaspase-9表达水平明显低于阴性对照组，而cleaved capase-9表达则升高，且与阳性对照组CyclinD1、caspase-9的表达水平接近（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测各组荷瘤小鼠细胞Cyclin D1、caspase-9及Rb的表达水平\
1：阴性对照组；2\~4：分别为50、100、200 mg/kg 13-顺式维甲酸（13cRA）组；5：IFN-α-2b组（每只100 000 IU）；6\~8：分别为50、100、200 mg/kg 13cRA联合IFN-α-2b组（每只100 000 IU）；9：阳性对照组（硼替佐米+利妥昔单抗+环磷酰胺）；pRb：磷酸化的视网膜神经胶质瘤蛋白](cjh-37-09-784-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

MCL的进展常伴随着细胞周期依赖性激酶（cyclin-dependent kinase，CDK）抑制剂p27^Kip1^水平的降低[@b11]。因此，可以推测，细胞周期抑制剂或许可以改变MCL的自然病程。

IFN-α是一种细胞因子，通过抑制Cyclin、CDK的表达，增加CDK抑制剂p27的水平及抑制Rb的磷酸化，使细胞停滞在G~1~期或者延长S期时间而抑制细胞增殖[@b12]--[@b14]。

Abedi等[@b15]采用IFN-α治疗淋巴细胞增生症SCID小鼠，给予的剂量为10^5^U/d。在本研究中我们采用的IFN-α-2b用量即参照了上述研究。结果显示单用IFN-α-2b未见抗肿瘤效应，也未发现凋亡细胞数与阴性对照组差异有统计学意义。推测其原因可能为：①MCL荷瘤小鼠模型可能对IFN-α产生抵抗。Grandér等[@b16]曾报道恶性肿瘤对IFN的抵抗是IFN治疗肿瘤失败的主要原因。②本研究采用的SCID小鼠系SCID，直接影响了IFN通过免疫途径发挥抗瘤作用。

我们的实验结果提示单用中剂量13cRA组及其联合IFN-α-2b组疗效较好；不同剂量的13cRA单用或联合IFN-α-2b组都有抑瘤效果（抑瘤率≥ 40%），但中剂量13cRA及其联合IFN-α-2b组抑瘤率较高，分别为59.2％和62.6%。虽然低、中、高剂量13cRA组的抗肿瘤作用并没有呈现出典型的量效关系，但从中剂量组在抑瘤率及动物体重下降方面均优于高剂量组这一趋势说明，在13cRA的血药浓度到达一定阈值时，其作用可能不再增加，且很可能随剂量的加大而增加不良反应的发生率。Conley等[@b17]采用13cRA联合他莫昔芬治疗人乳腺癌荷瘤鼠模型，结果显示单用13cRA的4个剂量梯度（25、50、100、200 mg/kg）之间肿瘤生长体积差异无统计学意义，与本研究结果类似。从生存时间上看，仅中剂量13cRA组及中、高剂量13cRA联合IFN-α-2b组与阳性对照组生存时间接近，提示联合用药可减轻单用高剂量13cRA的不良反应、延长荷瘤小鼠的生存时间。

为了解13cRA及联合IFN-α-2b的抗肿瘤机制，我们从细胞增殖和凋亡途径进行分析。在本研究中我们发现各组Ki-67表达差异并无统计学意义，提示给予13cRA或联合IFN-α-2b并未对该肿瘤的高增殖活性产生影响。不同剂量13cRA联合IFN-α-2b组都表现为Cycling D1下调，而单用13cRA组对Cyclin D1表达未见明显影响，提示两者联合很可能通过下调Cyclin D1的表达抑制细胞增殖。

Dal等[@b8]报道9cRA联合IFN-α干预MCL的体外实验结果，提示通过下调Cyclin D1、上调p27的表达抑制MCL细胞生长，与本实验结果类似。Guidoboni等[@b9]研究发现RA（ATRA、9cRA、13cRA）单用不影响MCL细胞（Granta 519）Cyclin D1的表达水平，而是通过上调CDK抑制剂p27和p21的表达抑制细胞增殖；在RA干预后的MCL细胞中，p27通过与Cyclin D1/CDK4复合物结合，导致CDK活性降低及Rb低磷酸化，使细胞停滞在细胞周期G~0~、G~1~期，实现对细胞周期的调控。

Rb控制着细胞周期的G~1~/S的调控点R，低磷酸化的Rb阻遏细胞生长，高磷酸化时细胞则由G~1~期进入S期。当Cyclin D1与CDK4/6形成复合物，促使Rb磷酸化，使细胞进入细胞周期S期[@b3]。在Cyclin D1过度表达时，CDK4和CDK6活性增强可导致Rb高磷酸化，细胞周期R点失控使细胞生长不受控制引起肿瘤。在本实验中，我们发现各组高磷酸化Rb均较阴性对照组低，联合用药组与阳性对照组减少更为明显，单用13cRA及IFN-α-2b次之，提示13cRA与IFN-α-2b均降低了高磷酸化Rb的表达，与文献[@b9],[@b13]报道一致；当两者联合，则增强对高磷酸化Rb的抑制作用。

在本研究中，我们发现13cRA单用和其联合IFN-α-2b组可通过促凋亡作用发挥抗肿瘤效应。进一步检测caspase-9发现，不同剂量的13cRA联合IFN-α-2b组与阴性对照组比较，都表现为procaspase-9降低及cleaved caspase-9升高，与阳性对照组表达相当，而单用13cRA组与阴性对照组间则差异无统计学意义，提示13cRA联合IFN-α-2b可通过激活caspase-9诱导凋亡。本研究TUNEL检查发现低、中、高剂量13cRA组及其联合IFN-α-2b组诱导细胞凋亡明显，而Western blot法检查只发现联合组cleaved caspase-9明显增加，推测13cRA与IFN-α-2b联合应用时IFN-α-2b增加了13cRA诱导细胞凋亡作用。Benthin等[@b18]发现当单用RA或IFN-α治疗慢性粒系白血病无效时，将两者联合则显示出抗肿瘤效应。Dal等[@b8]已证明9cRA联合IFN-α通过激活caspase-8和caspase-9诱导MCL发生凋亡，与我们的实验结果相同。

综上，在MCL动物模型中IFN-α-2b单用并未显示出疗效；13cRA单用及其与IFN-α-2b联合应用均显示出抑制肿瘤生长效应，其作用机制可能为通过下调Cyclin D1的表达而抑制细胞增殖或者激活caspase-9诱导凋亡。其具体作用机制有待进行更多探讨。

[^1]: 文菁菁（现在四川省绵阳市中心医院血液科，621000）
